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Abstract of EP 033S918 (A1) 

The invention relates to a method of preparation of wafer-soluble macrcmoleeular conjugates of haemoglobin, wherein: - in a 
first step, sites Z are bound to a polymer P. {fie sites Z containing on the one hand at leas; one negative charge carried, for 
example, by sulphate groups and intended for creating an ionic bond wit:'! haemoglobin, and containing on the other hand at 

least for example 1 , »y a carboxy! group and intended for creating a covalent bona with haemoglobin, - then, in a second 

step, the polymer P containing the site or sites Z is reacted with haemoglobin in oxygenated form, to for: :!, on the one hand 
at least one ionic bond between at least one of the sites Z carried by the polymer and the haemoglobin, and on the other 
hand at least one covalent bond between the abovernenlioned same site Z earned by the polymer and the haemoglobin., 
<??>The macforriOlecular conjugates obtained by this method possess a lower affinity for oxygen than that of free 
haemoglobin. 
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@ Conjugues tnacrofnoieculsirejs d'herrjogiobine, ieur precede de preparation et Seurs applications. 

@ L'invention a pour object un procede de preparation de 
eoniugues macromoleculaires hydrosolubies d'hernoglobine, 
caraoierise en oe que : 

- on fixe, dans une premiere etape, des sites Z sur un polymere 
P, les sites Z corsienant d'une part au moins une charge 
negative portee par axemple par des groupss sulfates et 
dssiinee a cr6er una liaison ionique avec I'hemoglobine, et 
contenant d'autre part au moins par example par une groupe 
carboxyiique. et destine a creer une liaison covalente avec 
i'herrsoglobine, 

- puis dans une seoonde stape. on fait reagir le polymere P 
comportant la ou ias sites Z avec de i'hemoglobine sous forme 
oxygenee, pour former d'une part au moins une liaison ionique 
antra i'un au moins des sites Z portes par le polymere et 
i'hemoglobine at d'autre part au moins une liaison covalente 
enire le meme susdit site Z ports par is polymere et 
I'hemoglobine. 

Las ooniuguss macromoieculaires obtenus par ce precede 
presentent pour I'oxygena una affinite inferieure a celle de 
i'hemoglobine libra. 
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Description 

COHJUGUES MACRQMQLECULAIRES D'HEMOGLOBiNE, LEUR PROCEDE DE PREPARAT5GN ET LEURS 

APPLICATIONS 

L'invention concerns de nouveaux conjugues macromoieeulaires, ieur precede eie preparation et feurs 
5 applications comme transporters d'oxygene, notamment dans le cadre des transfusions. 

On sail qu'ii est possible d'injecter par voie intraveineuss une solution aqueuse d'hemoglobine exempts de 
stroma et rendue isotonlque du sang. 

Or fun des incenvenients que presents I'hemoglobine est qu'eile ne reste pas dans le circuit sanguin mais 
quelle diffuse a i'exterieur du systems vascuialre, en raison en particulier de sa petite faille. 
10 Afin de remedier a cet inconvenient, c'est a dire afin d'augrnenter la persistance intravascuiaire de 
i'hemogiobine libre dans is cadre de son utilisation comme "substitut" du sang ou de solute de rempiissage 
transporteur d'oxygene, plusieurs precedes ont ete utilises. 

On a, par exempie, fixe i'hemoglobine a des maeronioiecules hydrosolubles depourvues de toxicite, non 
aniigeniques e! hemocompatibles. 
15 C'est ainsi que de nombreux examples d'hemogiobines modifiees par la fixation chimique de poiymeres 
hydrosolubles montrent que ie temps de sejour de i'hemoglobine dans i'organisme peut etre largerrient 
augments. 

Parmi ies differents poiymeres utiiises, ies plus courants sont !es polysaccharides et notamment le dextrane 
(brevet francais n° 2.328.478) i'hydroxyefriylamidon (brevet frangais n° 2.328.478), i'inuiine (demands de 
20 brevet europeen rr 43.875), et Ies poiyaikyieneglycols et pius particuiierement ie polyethylene glycol 

Cepertdant dans tous ies cas, i'hemoglobine ainsi modifiee par fixation directs de ces poiymeres, possede 
des proprletes oxyphoriques ma! adaptees a una utilisation en transfusion sanguine. 

On rappelle, en sffst, qu'un substitut sanguin ne peut jouer un roie equivalent a celui qu'assume 
I'hemoglobine intraerythrocytalrs native que dans fa mssure ou !a combinaison qu'ii forme avec "oxygens es6 
25 reversible, c'est a dire qu'ii est capable de fixer I'oxygene, {i'hemoglobine est aiors sous forme oxygenee) 
mais egalement capable de reiarguer facifement i'oxygene (i'hemogiobine est aiors sous forme deoxygenee). 

Gette propriety vis a vis ds I'oxygene est caraetsrisee par Is courbe (appelee courbe de Barcroft) qui 
correspond a la variation de la quantite d'oxygene retenue par unite de masse du transporteur en fonction de 
la pression partieiie de i'oxygene contenue dans ('atmosphere a iaqueile i'hemogiobine est exposes. 
30 Dans le cas d'une solution aqueuse de i'hemogiobine native (concentration 15 jimoles/litre) cette variation 
est representee par ie trace de reference represents sur fa figure 1 , represents a pH 7.2 a 25° C. 

L'un des parametras associe a cette courbe est !a pression de demi-saturation (Pso) qui est ia pression 
partieiie de I'oxygene a iaquelle i! faut soumettre la soiution d'hemogiobine pour qu'eile absorbs une masse 
d'oxygene equivalent a 50 Wc de la quantite maximum a iaqueffe eiie est capable de so combiner. Or dans ie cas 
35 de i'hemoglobine modifiee (hemoglobins couples a des poiymeres) comme indique ci-dessus, la courbe de la 
figure 1 representant le pourcenfage de i'oxygene combine a i'hemogiobine sous des pressions partiefies d 
oxygene deierminees, subit une translation vers ia gauche par rapport a la courbe correspondant a 
i'hemogiobine native. 

Ceci signifie que ia pression Pso de i'hemogiobine modifies est inferieure a ceiie de i'hemogiobine native; en 
40 d'auires termes i'hemogiobine modifiee presents une affinite trcp forie vis a vis de i'oxygene, ce qui a pour 
inconvenient que i'oxygene ne peut etre restituee rapidement aux tissus irrigues, 

Cette modification des proprletes oxyphoriques ds I'hemogiobine modifiee peut s'expiiqissr notamment 
pour ies raisons suivantes : 

- i'hemogiobine native subit a i'interieur du globule rouge, I'infiuence du diphospho-2,3-glycerate (2,3 DPG) qui 
45 est i'effecteur nature! intraerythrocytaire, qui s'associe avec les amines du site allosterique de ia 
deoxyhemogiobine, cs qui abaisse I'affinite ds i'hemogiobine vis a vis de i'oxygene. 

Des ameliorations pour remedier a cet inconvenient ont ete proposees en effectuant le couplage entre des 
poiymeres et ds I'hemogiobine, en presence d'effecteurs temporaires (ou iigands) tels que ie diphospho- 
2,3-glycerate ou inositol hexaphosphate et en absence totals d'oxygene (brevet francais n° 83.145.45). 
50 Ces substances polyphosphates compiexerrt fortement ie site aiiosterique de la deoxyhemogiobine, 
stabiiisant cette derniere, et protegent de cette facon ies sites amines qui sont essentiefs pour fe processus 
de transport de I'oxygene. 

Cependant ces effecteurs sont elimines soit au cours des etapes de purification des conjugues poiymeres 
de i'hemogiobine, soit dans ie plasma, dans le cas ou ia purification n'a pas erttraihe ('elimination des 
55 effecteurs. en raison des conditions dissociatives du plasma. 

Pour remedier a cet inconvenient, on a propose d'avoir recours a des effecteurs permanents, par exernpie 
en fixant du pyridoxa!-5'-phosphate (Japan Kokai Tokkyo JP n° 59.104.323). 

On a egaiement propose d'utiiiser des iigands avec piusieurs groupes phosphates qui, apres fixation sur 
i'hemogiobine, diminuent sensibiement son affinite pour I'oxygene. 
60 Cependant, I'un des inconvertients presenfes par ees composes est que ieur obtention met en oeuvre 
plusieurs operations sur i'hemogiobine et en tout cas plus de deux, ce qui provoque la formation de produits 
de degradation, notamment de methemogiobine. 
On a egalement propose, dans fa demands de brevet France n° 86.09825, des conjugues macromolacu- 
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laires d hemoglabine, dont la taiiie est telle que ieur diffusivite extravasculaire est iimitee, voire artnuiee, qui 
sont proteges centre ies conditions dissociatives du plasma, dont ies proprietes oxyphoriques ne sont pas 
alferees, niais arneliorees par rapport a ceiies de i'hemogiobine iibre, et dont la preparation limite le nombre 
d'etapes r6actionneiles sur i'hemogiobine. 

Or, ces composes sont presentes comme etant obtenus par un procede en deux etapes, a savoir fixation de s 
sites Z portant des charges anioniques sur le poiymere P, suivi de ia reaction entre le poiymere P stir iequei ont 
ete fixes Ies sites Z et I'hemogiobins, sous forme deoxygenee, en I'absence d'oxygene. 

Ce precede, toufefois sirnplifie par rapport aux precedes existant, peui etre difficile a mettre en oeuvre a 
I'echeile industrielle. siirtout dans ie cas ou Ton met en oeuvre des volumes importants de soiutions de 
deoxyhemogiobine, la difficult?! etant par ailieurs accrue darss la mesure ou il est necessaire de travailler an 10 
i'absence d'oxygene. 

Or, la Societe Demanderesse a irouve de fapon tout a fait inattendue un nouveau procede d'une par! 
permettant de preparer certains des conjugues qui font i'objet de la demande France n" 86.09625 et d'autre 
part permettant d'etendra Pacces de i'homme de ! ! art a de nouveaux conjugues qui presentent de bonne 
proprietes oxyphoriques ies rendant aptas a une utilisation in vivo comme substitut du sang. is 

ii s'est en effet avere que certains conjugues tie coupiage de i'hemoglobine pouvaient etre obtenus en 
mettant en oeuvre de i'hemogiobins sous forme oxygenee, et en travaillant dans des conditions n'impliquant 
pas i'absence d'oxygene. 

Or, ia possibiiite de preparer des conjugues macromoleeulaires d'hemoglobine en utilisant de 
I'hemoglobine sous forme oxygenee est toute a fait surprenarsie et va a I'encontre tant des donnees connues 20 
sur la conformation de i'hemoglobine que des resultats obtenus a ce jour. 

En effet, cornpte tenu des donnees cennues de ia conformation de i'hemoglobine et notamment le fait que 
sous forme deoxy, certaines des amines de i'hemccfobine participant au verrouillage de I'hemoglobine en 
etabiissant des ponts salins definis ci-apres, ces amines de i'hemoglobine engagees dans Ies ponts salins ne 
peuvent done pas reagir faciiement avec ie poiymere. Lorsque ia deoxyhemogiobine et ie poiymere sont 2$ 
couples dans le conjugue macromolecuiaire dhemogtcbirse oblenu, ces amines peuvent alors continuer a 
assurer ia transition de conformation oxy = deoxy de i'hemogiobine. De plus, ia deoxyhemogiobine posse de 
un site (site aliosterique P) tapisse de fonctions amines capabiee de s'assooier energiquement avec des 
structures rerrfsrmant des groupes anioniques. Les poiymeres portant des charges anioniques vont done 
reagir preferentiellement a ce niveau et s'ils portent des fonctions reaciives teiies que carboxyie, aldehyde ou SO 
OH, reagir a 1'interieur de ce site pour donrser des conjugues ou i'hemoglobine deoxy est stabilises, par 
contra, quand i'hemogiobine est sous forme oxygenee, ies ponts salins n'exlstenf plus, et ies amines 
correspondanfes peuvent done reagir avec le poiymere, quel qui! soit, Le resuitat de cs coupiage conduit a 
des conjugues dans lesqueis I'hemogiobine se tiesoxygene difficilsment, les amines modifiees par Is 
poiymere ne pouvant plus etabiir les ponts salins stabllisant ia forme deoxy de I'hemogiobine. Par ailieurs, le 35 
site $ esttres desorganise et I'effet d'oriontation par ies groupes anioniques du poiymere ne peut plus jouer. 
On obtient ainsi des conjugues possedant une P50 tres basse. 

Ces hypotheses ont ete confirmees par ies resultats obtenus avec des poiymeres comportant 
■■ des sites Z comportant des charges anioniques constitutes par des phosphates et/ou des sulfates, et/ou 
des carboxyiates et 40 

- des groupes carbaxyiiques, aldehyde ou OH non sirues sur ies susdits sites Z, 

et dans lesqueis la liaison ionique est etabiie entre ie phosphate et/ou ie sulfate, et/ou ie carboxyiate des sites 
Z du poiymere et i'hemoglobine et ia iiaison covalante est etabiie entre ies groupes carboxyfiques, aldehyde ou 
OH slfues sur le poiymere, et i'hemoglobirie. 

En effet, iorsque de teis poiymeres sont mis a reagir avec i'hemogiobine sous forme oxygenee, la P50 du 45 
conjugue macromoieculaire d'hemoglobine devient interieure a celie de I'hemogiobine native. 

Des resultats obtenus avec des poiymeres comportant des groupes carboxyliques, lesqueis 

- d'une part, sous forme carboxyiate, servers! de charges anioniques etabllssant des liaisons ioniques entre ie 
poiymere et i'hemogiobine 

- et, d'autre part, entrent cans letabiissement des liaisons covaientes entre ie poiymere et i'hemoglobine mais so 
dans lesqueis les groupes carboxyliques qui sont engages dans ies liaisons covaientes ne son! pas sifues sur 

les sites Z qui portent les carboxyiates qui etabiissent ies liaisons ioniques, ont prouve que ies conjugues 
d'hemoglobine prepares a partir d'hemoglobine sous forme oxygenee presentent une P»o irrferieure a ceile de 
I'hemogiobine iibre ; en d'autres termes, de teis conjugues d'hemoglobine n'ont pas de proprietes 
oxyphoriques interessantes (cf. Preparative Biochemistry 14(4), 313-329 (1984)). 55 

Or, la possibiiite de preparer des conjugues d'hemoglobine presentant des proprietes oxyphoriques 
interessantes a partir d'hemoglobine oxygenee a ete obtenus grace au procede de invention. 

On a par ailieurs deja propose des conjugues macromoiecuiaires d'hemoglobine dans lesqueis 

- ia liaison ionique entre le poiymere et i'hemoglobine est etabiie entre des sites Z du poiymere portant des 
charges anioniques et I'hemogiobine et SO 

- la liaison covaiertte est etabiie 

. soit entre des sites Z du poiymere et i'hemogiobine, 

. soit entre ie poiymere et I'hemoglobine, sous reserve de conditions entre la nature de ia charge anionique, le 
nombre de charges anioniques et le nombre de monomeres. 
Or, on a constate de facon inattendue qu'li suffisaii d'au moins une charge anionique par poiymere, sous 65 
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reserve que ia charge anionique et la fonction susceptible de former la liaison covaiente entre is polymers et 
i'hemogiobine soit situee sur ie mime sits Z. 

L'un das buts de I'invention est de fournir un nouveau precede permettant d'obtenir facilement des 
conjugues macromoieeuiaires physiologiquement compatibles, e! susceptibies de fixer i'oxygene reversible- 
5 ment. 

L'un des buts de i'invention est de fournir un nouveau precede permettant d'obtenir facilement des 
conjugues macromoleculaires susceptibies de restituer I'oxygene plus facilement que I'hemoglobine fibre- 
L'un des buts de I'invention est de proposer un nouveau precede permettant d'obtenir des conjugues 
macromolecuiaires faciles a synthetisar a I'echeile industries. 
10 L'un des autres buts de I'invention est de fournir un nouveau precede permettant d'obtenir des conjugues 
macromolecuiaires d'hemogiobine, en soumettant i'hemoglobine au plus a deux etapes, et generalement a 
une seuie etape. 

L'un des autres buts de i'invention est de proposer un nouveau precede permettant d'obtenir facilement 
des volumes importants de solutions aqueuses contenant des conjugues macromolecuiaires d'hemogiobine 
?5 susceptibies d'etre utiilsees comme substitut du sang, notamment dans les interventions necessitant des 
transfusions ou ia perfusion d'organe. 

L'un des autres buts de I'invention est de fournir un nouveau precede permettant d'obtenir faciiement des 
solutions d'hemogiobine dont les proprietes oxyphoriques, revelees par une augmentation de ia P50 in vitro 
par rapport a I'hemoglobine libre, demeurent stables in vivo. 
20 L'un des autres buts de ['invention est de proposer un nouveau precede permettant d'obtenir facilement 
des composes macromolecuiaires d'hemogiobine presentant a ta fois une affinite moderee par rapport a 
I'oxygene, alnsi qu'un volume hydrodynarnique sieve, erstrafnant au cours d'experiencas transrfusionneiles, 
i'augmentation de la persistence intravascuiaire de I'hemoglobine par suppression de I'hemoglobinurie. 
L'un dss autres buts de ['invention est de proposer un nouveau precede permettant d'obtenir facilement 
25 des conjugues macromolecuiaires d'hemogiobine qui presentent d'excellenies proprietes oxyphoriques 
revelees par une augmentation de ia P50 in vitro par rapport a i'hemoglobine iibre, dans lesqueis ie polymere 
utilise, mis en presence d'hemogiobine mais dans des conditions de non couplage avec i'hemoglobine, 
n'entratne pas necessairement d'augmentatlon de ia P50 par rapport a i'hemoglobine iibre. 
L'un des buts de I'invention est de proposer de nouveaux conjugues macromolecuiaires presentant 
30 d'exceiientes proprietes oxyphoriques revelees par une augmentation de ia P50 in vitro et dont ia P50 puisse 
etre ajustee correlativemen! au nombre des liaisons ioniques etablies entre ie poiymere et i'hemogiobine. 

Le precede de preparation de conjugues macromoleculaires hydrosoiubles d'hemogiobine, non 
biodegradables ou peu biodegradables, pendant ie temps durartt Sequel le conjugue macromoleculalre doit 
assurer des fonctions oxyphoriques dans ie plasma, presentant pour i'oxygene une affinite infsrieure a celle de 
35 I'hemoglobine libre, caracterise en ce que : 

- on fixe, dans une premiere etape, des sites Z sur un polymere P, a raison d'au rnolns un site Z par chaTrte de 
polymere, le poiymere P etant hydrosoluble, non toxique, de preference non antigenique, hemocompatibie, de 
masse moleculaire d'environ 1 000 a environ 500 000, de preference d'environ 1 000 a environ 100 000, 
comportant un ou piusleurs groupes polairss, de preference des groupes hydroxyles, carboxyliques ou 

40 amines, et les sites 2 contenant d'une part au moins une charge negative portee par des groupes, sulfates 
et/ou phosphates et/ou carboxyiates, et destlnee a creer une liaison ionique avec i'hemogiobine, et contenant 
d'autre part au moins un groupe carboxylique, aldehyde ou OH, destine a creer une liaison covaiente avec 
i'hemoglobine, 

. soit en utiiisant un compose Z-Y dans iequei Y est une fonction active ou activabie a i'aide d'un agent 
45 d'activation, telle que aldehyde, carboxylique, amine, hydroxyie ou halogens, ou bien 
. soit en effectuant un greffage radicalaire des sites Z sur te poiymere P ; 

- puis dans une seconds etape, on fait reagir ie polymere P comportant ie ou les sites Z avec de I'hemoglobine 
sous forme oxygenee, dans un milieu non deoxygene, dans des conditions teiies que I'hemogiobine ne 
subisse pas de denaturation at pulsse passer apres couplage avec ie poiymere de facon reversible de ia forme 

50 oxygenee a la forme deoxygenee, en milieu aqueux de pH compris d'environ 5 a environ 9, 

pour former d'une part au moins une liaison ionique entre l'un au moins des sites Z portes par le polymere et 
I'hemogiobine et d'autre part au moins une iiaison covaiente entre le meme susdit site Z parte par le poiymere 
et i'hemogiobine, 

- iorsque la reaction ci-dessus indiquee conduit eventueiiement a des fonctions imines, ceiles-ci peuvent etre 
55 stabiiisees en fonctions amines, par exempie par reduction a i'aide de NaBhU, NaCNBHs, le dimethylaminofao- 

rane ou HCOOH. 

Par cemmodite de langage, dans ia suite du texts, et sauf indication contraire, i'axpression "site Z" 
correspond au site Z apres fixation sur le poiymere. 
Dans ce qui precede et ce qui suit, on utilise I'adjectif "carboxylate" pour designer ia charge 
60 anlonlque - provenant d'un groupe carboxylique - qui irttervient dans ia liaison ionique entre ie poiymere et 
I'hemoglobine et I'adjectif "carboxylique" pour designer la fonction - provenant egaiement d'un groupe 
carboxylique, mais different du precedent - qui etablit ia liaison covaiente entre ie poiymere et I'hemogiobine. 
L'adjectif "carboxylique" engiobe egaiement i'anhydride forme a partir de deux groupes carboxyliques. 
De plus la charge anionique provenant d'un carboxyiate peut egaiement provenir d'une fonction anhydride. 
65 On a constate qu'il etait possible d'uiiiiser de I'hemogiobine sous forme oxygenee, dans des conditions 
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n'impiiquanf pas I'absence d'oxygene. Pius precisement, on a constate : 

- que par exemple ii est inutile de deoxygensr en boTte a gants et de meftre sous vide !es solutions utiiisees 
pour dlssoudre ie poiymere, lorsque celiii-cl a ete iyophiiise apres qu'on y a fixe les sites Z ; 

- qu'ii est egaiement inutile apres deoxygenation des susdites solutions d'effeciuer un balayage a I'azote, 

- et qu'ii est egaiement inutiie de traiter rrremoglobine par les etapes indiquees ci-dessus, a savoir s 
deoxygenation de i'hemogiobine en botts a gants, mise sous vide et baiayags a I'azote et inutiie d'avoir a 
operer ulterieurement en i'absence d'oxygene. afin d'effectuer le couplage entre Is poiymere et I'hemoglQbine. 

On a constate egaiement que ce precede n'est applicable que dans ia niesure ou ie site Z porte 
simultanemeni : 

■ des groupes anioniques, choisis parmi les sulfates, phosphates, carboxylates et 10 

- des groupss carboxyiiques, aldehyde ou OH. 

En d'autres termes, ce procede n'est applicable que si une liaison ionique et une liaison covaiente son! 
etablies entre le poiymere et I'hemogiobine, par I'intermediaire d'au moins urs mime site Z porteur des 
groupes appropries. 

Le precede de I'lnventlon ne s'appiique done que dans ia mesure ou ; 15 

- il y a etabiissement d'une liaison ionique entre un groupe phosphate, sulfate ou carboxyiate, situe sur un site 
Z porte par le poiymere, et I'hemogiobine, 

- et ie susdit site Z comporte egaiement un groupe aldehyde, carboxylique ou OH qui forme une liaison 
covaiente entre ie poiymere et I'bernagiobine. 

En d'autres termes, ie precede de ['invention ne s'appiique pas aux poiymeres comportant 20 

- d'une part des sites Z, porteurs d'un groupe anioniqus choisi parmi le sulfate, phosphate, carboxyiate 

- et d'autre part des groupes carboxyiiques, aldehyde ou OH, nan situes sur ies susdits sites Z, 

En d'autres termes, le site Z avant fixation sur le poiymere comporie au moins trols groupes fonctionnels qui 
sont tels que : 

- runs des fonctions ssi une fonction permettant d'atiacher le groupe Z sur le poiymere, 25 

- i'une des fonctions est une fonction sulfate, phosphate ou carboxyiate susceptible d'etablir une liaison 
ionique avec une amine du site allosterique de i'hemogiobine, 

- i'une des fonctions est une fonction aldehyde, carboxyiique ou OH, susceptible de former une liaison 
covaiente avec un groupe NHs de i'hemogiobine. 

Par agent d'activation utilise pour activer ia fonction Y du compose Z-Y dont il est question ci-dessus, on 30 
designs par exemple ceux choisis dans le groupe constltue par les carbodiimides ou le carbonyldiimidazole. 

Lorsque le site Z est fixe par greffage radicalaire sur le poiymere est utilise un mitiateur radicaiaire tei que 
par exemple ie nitrate ou le sulfate cerique d'ammonium ou tout autre agent capable de creer des radicaux 
iibres sur ia chains poiymere (azobis isobulyror.itriie, peroxydes, etc.). 

Selon un mode de realisation avantageux du procede de I'lnventlon, tous ies sites Z qui interviennent dans 35 
les liaisons covalentes entre le poiymere et I'hemogiobine son! les memes que ies sites Z qui interviennent 
dans ies liaisons ioniques entre ie poiymere et I'hemogiobine. 

Dans le procede selon I'lnventlon, si ies groupes poiaires du poiymere sont ionisabies et s'ils ne son* pas 
tous engages dans des liaisons avec ies sites Z, ces groupes poiaires sont de preference bioques afin d'eviter 
des interactions ulterieures avec ies proteines plasmatiques in vivo . 40 

C'est ainsi lorsque les groupes poiaires sont des amines, ceiies qui ne sont pas engagees dans des liaisons 
avec les sites Z peuvent etre bloquees par exemple a i'aide d'anhydride acetique. 

Lorsque les groupes poiaires sont des carboxyiiques, eeux-ci peuvent etre bloques par exemple a i'aide 
d'elhanolamine. 

Le procede de invention est avaniageusement effectue dans des conditions felles que les groupes poiaires 45 
du poiymere sont tous engages dans les liaisons avec les sites Z, ce qui a pour consequence qui: n'y a plus de 
blocage a effectuer sur les groupes poiaires. 

Ces conditions consistent notamment a reguler la quantite de sites Z fixes sur le poiymere, en fonction des 
groupes poiaires du poiymere. 

Lorsque les groupes poiaires ne sont pas preexistants sur le poiymere mis en oeuvre mais doivent etre fixes 50 
sur le poiymere, on peut egaiement corttroler la quantite de groupes poiaires qu'on fixe, de facon a ce que le 
nombre de sites 7. fixes sur le poiymere sort celui souhaite, sans qu'ii y ait pour autant de groupes poiaires 
(residuels) a bloquer apres fixation des sites Z. 

Le controls du nombre de sites Z peut etre tres interessant dans la mesure ou 11 intervient dans la variation 
ds Pso, par I'intermediaire de ia densite de la charge negative provenant du site Z. 55 

Le controie de la fixation des groupes poiaires sur le poiymere peut se faire de la facon suivante : 

Dans I'exemple du dextrane amine, le nombre de groupes amines peut etre module en controiant la reaction 
qui precede et qui consists a faire reagir de I'epichlorhydrlna sur ie dextrane en presence de catalyseur. 

Ce controls peut etre fait en faisant varier ie temps de reaction ou en falsant varier la quantite de catalyseur. 

Le controie de la fixation des sites Z sur les groupes poiaires du poiymere lorsque les groupes poiaires sorsi 60 
preexistants ou deja fixes sur le poiymere peut se faire de la facon suivante : 

- sort en faisani varier ie rapport molaire entre les composes Z-Y definis ci-dessus et les groupes poiaires du 
poiymere, 

- soit en faisant varier le rapport molaire entre "agent d'activation defini ci-dessus et les groupes poiaires du 
poiymere. S5 
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Lorsque !es groupes Z sont greffes par vote radicalaire, le confrdle de leur fixation se fait independamsnt 
ties groupes polaires, en modulant la quantite d'initiateur radicalaire utiiisse au cours de la reaction de 
greffage. 

En ce qui concerns la charge anionlque, on a constate qu'li sufflsait d'au moins une charge anionique (que 
5 ce soit sulfate, phosphate on carboxyiate), par site Z, et qu'ii suffisait d'au moins un te! site Z par polymere. 

En d'autres termes, on a constate que le precede de i'invention stall applicable a la preparation de 
conjugues oornporiant an mains un seul groupe anionique, et notamment un seul groupe anionique par 
polymere (iequei groupe anionique n'irstervient pas dans le couplage covalent entre ie polymere et 
i'nernagiobine}, pour former entre ie polymere et i'hemogiobine une liaison ionique. 
10 On a constate qu'une condition necessaire pour que les conjugues macromoleculaires obtenus par ie 
precede de I'invention soient hydrosolubles, denues de toxicite, de preference non antigenlques, et 
hernocornpatibies est que les polymeres P, susceptibles d'entrer dans !a constitution des susdits conjugues 
macromoleculaires soient hydrosolubles, denues de toxicite, de preference non antigenlques, et 
hernocornpatibies. 

15 On a constate que ia presence sur la chafne du polymere de sites Z, pcrteurs de groupes anioniques qui 
jouenf ie role d'effecteurs perrnsnents, augments la prsssion partieiie pour laqueile 50 Wo de I'hemogiobine en 
solution est oxygenee, sans que cela puisse etre impute a i'existence eventuelie de ligands libres. 

Ces effeoteurs permanents sont tels qu'ils perrnettent egalement a I'hemogiobine de passer reversiblement 
de la forme desoxygenee a la forme oxygen.ee, avec une stabilisation plus forte de ia conformation de ia 

20 molecule d'hemoglobine sous forme deoxygenee, ce qui entralne une diminution de i'affinlte de I'hemogiobine 
vis a vis de I'oxygene. 

En d'autres termes, ces effecteurs perrnettent a I'hemogiobine de transporter reversiblement I'oxygene, et 
notamment de relarguer faciiement I'oxygene dans ies tissus qui sont Irrigues. 

La liaison covalente est telle qu'eile confers au conjugue macrcmolecuiaire obtenu par le precede de 
25 I'invention une stabilite le rendant non biodegradable ou peu biodegradable en milieu plasrnatique, pendant Se 
temps durant iequei le conjugue macrornoleculaire doit assurer des foncttons oxyphoriques, e'est-a-dire 2 a 3 
jours, ce qui supprime ia diffusion extrarenals et extravasculaire de i'hemogiobine. 

Dans ies conjugues macromoleculaires obtenus par le precede de i'invention, I'hemogiobine est relies au 
polymere par au moins une liaison covalente mais au-dela d'un nombre critique de liaisons covalent es entre 
30 les polymeres et I'hemogiobine, notamment quand il y a phenomena de reticulation interrnoieculaire, ceci nuit 
aux proprletes de I'hemogiobine. 

Ce nombre critique de liaisons covalerrtes correspond au fait que ia masse moleculalre moyenne en poids 
des conjugues macromoleculaires de I'invention ne doit pas etre superieure a environ 1 000 000. 

Les polymeres qui entrant dans ia constitution des conjugues macromoleculaires obtenus par ie precede 
35 de I'invention qui sont degrades dans; le milieu plasmatique ont une masse moleculalre moyenne en poids 
d 'environ 1 000 a 500 000. 

Les polymeres qui entrant dans ia constitution des conjugues macromoleculaires obtenus par ie precede 
de ['invention et qui ne ssonl pas degrades dans I'organisme doivent avoir une masse moleeulaire moyenne en 
poids egale ou inferieure a environ 10 000, car au-dela de cette valour ies polymeres passant dlfflclemerrt la 
40 barriers renale et s'aceumulent done dsns I'organisme. 

C'est notamment le cas des polyalkylene glycols, de la polyvinylpyrrolidone, du polymethyiacryiate ou de 
certains polysaccharides, qui n'etant pas biodegradables doivent presenter une masse moleculaires moyenne 
en poids egale ou inferieure a environ 10 000. 

Les polymeres qui entrent dans ia constitution des conjugues macromoleculaires obtenus par le precede 
45 de I'inveniion doivent etre utilises dans une gamme de poids moleculalre dans laqueile lis sont de preference 
non antigenlques. 

C'est ainsi que dans ie cas du dextrane, son poids moleeulaire doit etre inferieur a environ 70 000, 
La premiere etape de preparation ces conjugues macromoleculaires de I'invention et qui consiste a fixer 
des sites Z sur le polymere, peut etre effectuee par des methodes connuea. 
SO La premiere etape de preparation des conjugues macromoleculaires de i'invention peut egalement etre 
effectuee en utiiisant des composes du type Z-Y dans lesqueis Y est une fonction aldehyde, carboxylique, 
amine, hydroxyle ou halogens. Ces composes Z-Y peuvent etre utilises en ayant recours a des techniques 
chimiques ciassiquas ; on peut par exemple fixer de i'acide benzene penta- ou hexacarboxylique, de I'acide 
diphosphorc-2,3 glycerique, du pyridoxai-S'-phosphaie sur un polymere preaiablement polyamine. 
55 Dans ce cas, il est impsratif d'eiiminer toute trace du compose Z-Y, par exemple par dessalage sur une 
coionne de filtration sur gel. En effst, il faut eviter la presence de compose Z-Y qui n'aurait pas reagl et qui, 
merne en faibie concentration avec les conjugues macromoleculaires de i'invention peut fausser les 
conclusions relatives aux proprletes des conjugues de I'inveniion. 
On peut egalement avoir recours a toute autre methods permettant de fixer des ohanies polyanioniques sur 
60 un polymere, te! qu'une methods de greffage radicaiaire. 

La seconde etape mentionnee ci-dessus est une etape de reaction entre ie polymere et I'hemogiobine et 
peut, si necessaire, etre eventuellement precedes d'une phase d'activation du polymere avant que ie polymere 
ne soit mis a reagir avec rhemoglobine; mais cette activation peut etre pratiquement simultanee avec la 
reaction entre le polymere et rhemoglobine. 
65 Au cours de la seconde etape, le polymere reagit avec I'hemogiobine et d'une part les liaisons ioniques 
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entre les sites Z du poiymere el i'hemogtobine et d'autre part ies liaisons covaientes entre ie polymers el: 
i'hemcgiobine se torment, 

Dans is cas ou ce sont des groupes carboxyliques des sites Z qui interviennent dans ia liaison oovalente 
avec des groupes NHa de I'hemogiobine, on peut utiiiser pour activer les groupes carboxyliques les reaotifs 
ciassiquement utilises dans ia synthase peptidique, tels que ies carbodiimides hydrosoiubles, notamment ie s 
cniorhydrate de N'-ethyl-N-{3-dimethy!atninopropyi)oarbodiim!de (EDCij, ia N.hydroxysucclnlmlde, on i'etho- 
xy-2-quinaiine-1-carboxylate d'ethyie (EEDQ). 

La iiaison obtenue est asors une liaison amide, 

Dans Ie cas ou ce sont ies groupes aidehyde des sites Z qui interviennent dans la liaison oovalente avec des 
groupes NHz de I'hemogiobine, on peut par exemple avoir rscours a I'amination reductive, 10 

L'aniination reductive d'un aldehyde consists a former une imine par i'aotion d'urse amine, et a reduire 
slmultanement limine en amine a i'aide d'un reducteurte! que hiaBH.4, MaCMBHs, Ie dimethylaminoborane ou 
HCOOH. 

La iiaison obtenue est aiors une iiaison amine. 

Dans Ie cas ou ce sont des groupes aldehydes des sites Z qui interviennent dans la liaison oovalente avec is 
des groupes NHs de i'hemogiobine, on peut egaiement operer dans des conditions teiies que la liaison 
obtenue soit une iiaison imine, laqueile peut ensuite etre stabilises en amine par reduction avec un reducteur 
doux, tei que I'un de ceux mentionnes ci-dessua. 

Lorsque les groupes Z, ne comportent ni groupes aldehydes, ni de groupes carboxyliques, rnals qu'ils 
renferment des groupes hydroxyies dont certains sont sur des carbones adjacents, on peut former des 20 
groupes aldehydes, par exemple par oxydation periodique, notamment a I'aide de NalO*. 

La liaison obtenue entre ces groupes aldehydes et les amines de I'hemogiobine est aiors une liaison imine, 
Saquelie peut etre stabiiisse en amine par reduction, par exempie avec NaBH*. 

Lorsque ies sites Z ne comportent ni groupes aldehydes ni groupes carboxyliques, mais comportent une ou 
plusieurs sanctions OH, les sites Z peuvent etre mis en |eu sur des groupes; NHa de I'hemogiobine a i'aide d'un 25 
reactif approprie tei que Ie carbonyldiimidazole. Dans ce cas, ia liaison obtenue est une liaison carbamate 

J 

-O-C-HH- 

Les conjugues macromoieculaires d'hemoglobine dans iesquels les liaisons covaientes entre ie poiymere 
sont des liaisons imlnes peuvent ne pas etre stables dans ('organisms, c'est pourquol II convient de stabiliser 30 
ia fonction imine en amine, par exempie par reduction par NaBH4, NaCNBHs, ou Ie dimethyiaminoborane. 

Dans ie cas ou il est necessaire de stabiliser les liaisons covaientes, I'hemogiobine n'est en tout cas pas 
soumise a plus de deux etapes de reaction, et dans les autres cas. qu'ii y ait activation ou rsors du poiymere P, 
I'hemogiobine est soumise a une seuie etape de reaction, ce qui esi pariicuiieremenf avantageux car ie 
nombre limits d'etapes de reaction sur i'hemogiobine (au plus egal a deux) est I'une des conditions 35 
essentielles pour que, en pius du rer.dement de la reaction, i'hemogiobine ne soil pas denatures. 

Au cours de la deuxieme etape, ii est en effet essentia! que I'hemogiobine ne subisse au cours de la 
formation du conjugue macrotnolecuiaire de i'invention ni danaturation importante, ni reduction sensible de la 
mobiiiie relative des diverses entites qui ia constituent afin de cortserver, au moins en partie, ses proprietes 
oxyphoriques. 40 

La deuxieme etape de reaction a lieu en milieu aqueux, tamponne ou rson, a urs pH d'enviror. 5 a environ 9, 
evsntueilement en presence d'un activatsur comme indsque ci-dessus, pendant une duree suffisante et de 
preference inferieure a ceiie a partir de laquelle II y a formation importante de methemoglobine (superieure a 
environ 50/o), a une temperature assurant une conservation correcte de I'hemogiobine. 

Le milieu aqueux est tamponne par des tampons classiquement utilises, pour stabiliser Ie pH a la vaieur 45 
souhaitee. 

La duree de reaction est d'envlron 30 mn a environ 20 h, et avaniageuseroeni d'environ 1 ha environ 8 h, a 
une temperature d'environ 3 a environ 30°C. 
La duree de ia reaction depend notamment de la temperature a laquelle on travaiiie. 

L'hemoglobine utilisee est sous forme oxygenee, 'et on utilise avantageusemerst -une soiution SO 
d'hemoglobine a 10%. 

Le rapport des concentrations mciaires antra ie poiymere et i'hemogiobine doit en outre etre te! que la plus 
grande partie des molecules d'hemoglobine soil iiee de fecon covaiente avec le poiymere polyanionique. 

A fitre d'exempie, on peut indiquer qu'en faisant rsagir, a une temperature d'environ 3 a 30*0, en solution 
dans un milieu aqueux a pH voisin de 6,5, un melange de poiymere dextrane, dont la masse molecuialre SS 
moyenne en poids est d'environ 10 000 a environ 40 000, et d'hemoglobine dans lequei ie rapport des 
concentrations molaires entre le dextrane et t'hemogloblne est d'environ 0,5 a environ 5, on obtient des 
conjugues macromoieculaires de i'invention, dont I'examen chromatographique, par exemple par permeation 
sur gei rnontre qu'ii n'y a plus d'hemoglobine iibre. 

Selon un mode de realisation avantageux, ie precede de i'invention est tei qu'aucune liaison ionique ef so 
aucune liaison covaiente n'est susceptible de s'etabifr aifeurs qu'entre lea groupes respeotifs appropries des 
sites Z du poiymere et i'hemogiobine. 

Un precede de preparation de conjugues macromolecisiaires avantageux de I'invention. est caracterise en 
ce que Pon fixe ies sites Z sur ie poiymere P de telte sorte que la relation entre le nombre et la nature des 
charges negatives destines a ereer une iiaison iorsique entre un site et I'hemogiobine (non engagees dans ia 65 
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liaison entre un site et le poiymere st nan engagees dans ia liaison covalente entre un site et i'hemogiobine} 
soit ia suivante : 

- lorsque cheque sits Z contient un groups anicnique unique constitue d'un sulfate ou d'un phosphate, i! y a au 
moins un te! site Z tous les dix monomeres du poiymere, 

5 - lorsqu'll s'agit de site Z contenant au moins deux groupes ansoniques, constitues de sulfates ef/ou de 
phosphates, ii y a au moins un tel site Z par chaTne d8 polymers, 

- lorsque chaque site Z contient des charges anioniques provenant de carboxylases, i! faut au moins deux 
groupes oarboxyiates - non engages dans Sa liaison covalente entre ie poiymere et I'hemoglobine - sur un 
mime site Z, et au moins un tei site Z tous Ies cinq monomeres, 

70 - lorsqu'i! s'agit de site Z contersant au moins trois charges negatives provenant de oarboxylates - non 
engages dans ia liaison covalente entre Ie poiymere et i'hemogiobine - if y a au moins un tel site Z par chains de 
polymers. 

La relation entre !e nombre de sites Z et de monomeres est statistique dans la mesure ou par exempie. 
lorsque ii est indique qu'il y a au moins un site Z par chaTne de polyrnere, cela sigrslfie que certaines chaTnes de 
15 polymers ne peuvent comporter aucun site Z et certaines autres chatnes peuvent comporter deux sites, mais ii 
est biers evident que, pour etre active vis-a-vis de i'hemogiobine, une chatne de poiymere dolt contenlr au 
moins un site Z. 

Selon un autre mode de realisation avantageux, le precede de i'invention de preparation de conjugues 
macromoleculaires est caracterise en oe que I'on fixe Ies sites 2 sur le poiymere P de telle sorte que ia relation 
20 entre le nombre et ia nature des charges negatives destines a creer une liaison ionique entre un site et 
i'hemogiobine (non engagees dans la liaison entre un site et ie poiymere et non engagees dans ia liaison 
covalente entre un site et le poiymere) soit la suivante: 

- lorsqu'i! s'agit de site Z contenant un groups anionique unique constitue d'un sulfate ou d'un phosphate, ii y a 
au moins un tei site Z par chaine de poiymere et au pius un site Z tous ies onze monomeres, 

25 - lorsqu'i! s'agit de site Z contenant un groups anionique unique constitue d'un carboxylate •• non engage dans 
la liaison entre le site et le poiymere et non engage dans ia liaison covalente entre le poiymere et 
I'hemogiobine - i! y au moins un tel site Z par chaine de poiymere, 

- lorsqu'i! s'agit de site Z contenant deux charges anioniques provenant de deux carboxyiates - non engages 
dans la liaison entre le site et le poiymere et non engages dans la liaison covalente entre ie poiymere et 

30 I'hemogiobine -, ii y a au moins un tel site Z par chaine de poiymere et au plus un te! site Z tous Ies six 
monomeres. 

Les conjugues d'hemoglobine obtenua par mlse en oeuvre selon oette variante du precede de i'invention 
sent nouveaux. 

Selon un mode de realisation avantageux, le precede selon I'invention est caracterise en oe que les liaisons 
35 covaientes entre le poiymere P et I'hemogiobine sont etabiies entre au moins un groupe carboxylique ou 
aldehyde ou OH porta par les sites Z et au mcins une amine de i'hemogiobine situee dans le site allosterique 
de I'hemogiobine, notamment famine de I'une au moins des deux valines pMerminales de i'hemogiobine, 
Selon un mode de realisation avantageux du precede de I'invention, ies ponts salins entre ies groupes NH3 + 
et ies groupes CQO~ internes de i'hemogiobine sont irstacts lorsque i'hemogiobine sst sous forme 
40 deoxygenee. 

On desigrte par ponts salins, certaines liaisons inira-moteculaires qui se formsnl entre des ions NHs + et des 
anions COO , lorsque I'hemogiobine est sous forme desoxygenee. 

Les ponts salins dans ies conjugues macromoleculaires obtonus par le precede de I'invention doivent de 
preference etre intacts, car si les ions qui participant a la formation de ces ponts salins, sont engages dans 
45 d'autres liaisons, le passage ds I'hemogiobine de la forme oxygenee a ia forme desoxygenee se fait tres 
difficiiement et de maniere incomplete. 

L'expression "ponts salins intacts" signifie qu'au moins 50 Wo des ponts salins ne sont pas alteres, et 
qu'avantageusement 80 a 90 Wo, voire 100 Wo, des ponts salins ne sont pas alteres, 

Les criteres permettant de verifier si les ponts salins sont intacts sont notamment ies suivants : 

50 

aj Courbe d'affinite vis a vis de I'oxygene : 

si ia courbe d'affinite vis a vis de I'oxygene (courbe de Barcroft) est deplacee vers la droite par rapport a celle 
de I'hemogiobine libre, ceci implique que les ponts salins ne sont pas modifies. 

55 b) Coefficient de Hill (n) : 

ce parametre f raduit Failure sigmoids de la courbe de Barcroft et refiete le caractere plus ou moins cooperatif 
de ia fixation de I'oxygene. La valeur de n permet d'apprscier !a permanence du comportemertt allosterique de 
i'hemogiobine. Dans ie cas de i'hemogiobine native, ce coefficient est eompris entre 2,7 et 3,0. 

60 c) Effet Bohr : 

II consiste a determiner le comportement oxyphorique de i'hemogiobine a differents pH, ce qui permet 
d'evaluer les perturbations oonsecutives aux differentes manipulations. 

Selon un autre mode de realisation avantageux ies conjugues macromoleculaires de i'invention sont tels 
que les polymeres sont choisss parmi les polysaccharides, notamment les hydroxyalkyiamidons dont le groupe 
65 alkyle comports de 2 a 4 atomes de carbons, i'inuiine, te dextrane et ses derives, notamment le dextrane 
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amine, I'alcool polyvinyiique, !a polyvinylpyrrolidone, le poiymeihacryiate et ses derives, les polypeptides, las 
poiyalkylene glycols dans lesqueis le groupe aikylene comports de 2 a 5 atomes de carbons, notamment !e 
polyethylene glycol et la polypropylene glycol. 

Les conjugufe d'bemogiobine obtenus seion ie precede de invention sont tels que les liaisons ioniques 
entre le poiymere et rhemoglobine sont etabiies entre les groupes phosphate, sulfate ou carboxyfate des sites 
Z du poiymere et ies groupes amines de E'hemoglobine. 

Selon tin mode de realisation avantageux de i'invention, ies conjugues macromoleculaires sont teis que les 
liaisons Ioniques sont stabiles entre les groupes earboxyiates des sites Z du poiymere et ies groupes NHg de 
i'hernoglcbine. 

Selon tin autre mode de realisation avantageux de Invention, ies sites Z component O8O3H ou OPO3H2. 

Seion un autre mode de realisation avantageux de I'invention, ies sites Z proviennent du pyridcxaisulfate, du 
disulfate d'epinepbrine, du trisuifate d'epsrsephrine, du disulfate de norepinephrine, du trisulfate de 
norepinephrine, du disulfate de phenolphiaie'ine. 

Selon un autre mode de realisation avantageux de I'invention, tes sites Z proviennent du pyridoxalphos- 
phate, de I'adenosine triphosphate, de la phosphotyrosine, de ia phosphoserine, de I'inositolhexaphosphate 
et ses derives, de i'lnositol tri-, t6tra-, pentaphosphate ei ses derives. 

Seion un autre mode de realisation avantageux de i'invention, les sites Z comportent les groupes suivants : 



-0-CH(COOH}„, 



2- f 
-0~CH 



COOK, 0- 



I 

\ 2 

COOH 



•CH 2 -C00H„ 



n 



n variant 1 a 4, 

Seion un autre mode de realisation avantageux de ['invention, ie site 7. provient : 

- d'un acids carboxyiique contenant au molns un groupe carbcxyiate sur la chalne principals non engage dans 
ia liaison entre le poiymere et le site Z et non engage dans la liaison covalante entre le site Z et I'hernoglobine, 

- d'un acids benaenecarboxyiique comportant au molns une fonctlon car boxylique non engages dans la liaison 
entre le poiymere et le site Z et non engagS dans Sa liaison covalente entre le site 2 et i'hemogiobine, 

- d'un groupe diphospho 2,3-glycerate, 

- de I'acide citrique, 

- du propane 1, 2, 3 tricarboxylate 

- ou du butane tetraearboxyiate. 

Selon un autre mode de realisation avantageux de I'invention Z provient de i'hydroxy-2 -tormy! -5-phosphose- 
rine benzamide de formule : 

CHO 



COOH 
I 

CO-NH-CH 
S 




CH~ OPO-H- 
2 3 2 



ou du formyl-4-phosphoserine benzamide de formuie 
CHO 




COOH 
■ ! 

CO-NH-CH 



La nature de ia liaison qui reiie Z au poiymere depend des elements reaotionrtels en presence et des 
conditions de reaction, 
Les liaisons qui unissent Z au poiymere sont des liaisons ether, ester, amide ou amine. 
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La iiaison ether est obtenue par greffage radieaiaire de I'acide acrySique, ou par action d'acide 
chlorosuceinique, sur ies groupes OH des poiyroeres ; la liaison amide est obtenue par reaction entre ies 
groupes carboxylates das groupes 2 et ies groupes NHz des polymeres; ia iiaison amine est obtenue par 
reaction entre ies groupes aldehydes des groupes Z et ies groupes NH2 des porymeres, suivie d'une 
5 reduction. Cette derniere reaction peut egalement etre effectuee simultanement a ia premiere :amination 
reductive, 

A titre d'exernpie, la liaison ester est obtenue 
. soft par action des groupes oarboxyliques d'un site Z, sous forme anhydride, sur les fonctions OH d'un 
polymere, 

w . soil par action d'un groups carboxylique d'un site Z sur les fonctions OH d'un polymere en presence d'agents 
de condensation teis que les carbodiirnides, 

Selon un mode de realisation avantageux du procede de preparation, les conjugues de ('invention dans 
lesqueis ies sites Z sont relies au polymere par i'intermediaire d'une liaison ester peuvent etre obtenus de la 
facon suivante: 

15 - dans one premiere etape, on fait reagir les sites Z dans lesqueis les groupes carboxyiiques sont sous forme 
anhydride, sur un polymere comportant des fonctions OH, dans un milieu dans iequei le polymere est soluble, 
pour fixer ies sites Z sur le polymere; 

- dans une seconde etape, on fait reagir le polymere P comportant ie ou les sites Z aveo de i'hemogiobine sous 
forme oxygenee, dans un milieu non deoxygene, dans des conditions teiies que i'hemogiobine ne subisse pas 

2.0 de denaturation et puisse passer apres couplage avec ie polymere de facon reversible de ia forme oxygenee a 
la forme deoxygenee, en milieu aqueux de pH cornpris d'environ 5 a environ S, 

pour former d'une part au moins une liaison ionique entre 1 un au moins des sites Z portes par le polymers et 
i'hemogiobine et d'autro part au moins une iiaison covaiente entre le rneme susdit site Z porte par le polymere 
et I'hemogiobine. 

25 Selon un autre mode de realisation avantageux du procede de preparation, les conjugues de I'invention 
dans lesqueis les sites Z sont relies au polymere par i'intermediaire d'une liaison ester peuvent etre obtenus 
de la facon suivante: 

- dans une premiere etape, on fail: reagir les siies Z comportant des groupes carboxyiiques, sur un polymere 
comportant des fonctions OH, en presence d'un agent de condensation tei qu'une carbodiimide, pour fixer ies 

30 sites Z sur le polymers; 

- dans une seconde etape, on fait reagir ie polymere P comportant ie ou les sites Z avec de i'hemogiobine sous 
forme oxygenee, dans un milieu non deoxygene, dans des conditions teiies que I'hemogiobine ne subisse pas 
de denaturation et puisse passer apres couplage avec le polymere de facon reversible de la forme oxygenee a 
la forme deoxygenee, en milieu aqueux de pH compris d'environ 5 a environ 9, 

35 pour former d'une part au moins une iiaison ionique entre 1'un au moins des sites Z portes par ie polymere et 
I'hemogiobine ef d'autre part au moins une liaison covaiente entre le merrse susdit sile Z porte par le polymere 
et i'hemogiobine. 

Les carbodiirnides utiiisees dependent du milieu dans Iequei le polymere est soluble. Lorsque ie polymere 
est du polyethylene glycol, on peut utilises' une carbodiimide soiubie dans 1'eau ou dans un milieu organique. 
40 Lorsque ie polymere est du dextrane, etant donna que le polymere est soluble unlquement dans i'eau, la 
carbodiimide utilises est avaniageusement le ch-orhydrate de N'~ethyl~N{3-dim8thy!aminopropyl) carbodii- 
mide (EDCI). 

Comma example de polymeres comportant des groupes OH on peut citer: 
le dextrane, le polyetftyieneglycol. 
45 Par "site Z dans lesqueis les groupes carboxyiiques sont sous forme anhydride", on entend aussi bien ies 
sites 7. comportant deux groupes carboxyiiques sous forme anhydride (moncanbydridesj que ceux 
comportant un nombre pair de groupes carboxyiiques dans lesqueis chaque pairs de groupes carboxyiiques 
est sous forme anhydride (polyanhydrides; par exemple dianhydride ou trianhydride). 

Comme exemple de sites Z dans lesqueis les groupes carboxyiiques sont sous forme anhydride on peut 
50 citer. outre ies anhydrides d'acide polycarboxyliques, teis que ie benzene 1,2,4,5 tetracarboxylique 
dianhydride, le benzene 1,2,4 tricarboxyilque anhydride, egalement le oyclobutane 1,2,3,4 tetracarboxylique 
dianhydride, ia benzophenone tetracarboxylique dianhydride, 1'anhydride de 1'acide aconitique. 

Le procede de I'invention met avaniageusement en oeuvre, a titre de site Z, le dianhydride d'acide 
poiycarboxyiique dans iequei i'un des groupes carboxyiiques de Tune des fonctions anhydrides est engage 
55 dans la liaison covaiente entre ie polymere et i'hemogiobine, et les autres groupes carboxyiiques (dont ceux 
provenant des fonctions anhydrides) servant a ia iiaison ionique et a ia liaison covaiente entre le site Z et 
I'hemogiobine. 

Le procede de I'invention met avaniageusement en oeuvre le compose de formula : 

60 
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ou le compose de formule; 




Lorsque le polymers est du dextrane, le milieu dans lequei est effsctue la premiere etape, dont question 
ci-dessus, est de I'eau. 

Dans le cas oil is polymere est du polyethylene glycol le miiieu petit etre de I'eau ou un milieu organique tei 
que le dimeihyiformamide, 

Les iiaisons covalentes entre le polymers et I'herrscgiobine, sont etablies entre les groupes NHa de 
i'hemogiobine et les groupes carboxyliques, aldehyde on OH, qui se trouvent sur les sites Z. 

La liaison covaiente entre Is polymere et rhernogiobine est urse liaison amide, imirte, amine ou carbamate, 

Selon un mode de realisation partieulierement avantageux de rinvsntlon, les liaisons covalentes sont 
etablies entre des groupes carboxyliques des sites Z du polymere et des groupes NHa de i'hemoglobine. 

Selon un mode de realisation avantageux. ie precede ;ie ['invention conceme la preparation de conjugues 
d'hemoglobine a parsir de dextrane amine de masse rnolecuiaire d'environ 40 000, et d'environ ?..10~ 4 moles 
d'acide benzenehexacarboxylique par g de dextrane, 

- les liaisons ioniques etant etablies par rintermediaire des groupes carboxylates du benzenepentacarboxy- 
iate fixe sur le polymere, non engages dans la liaison entre le polymere et I'acide benzenehexacarboxylique, 

- et les liaisons covalentes etant etablies entre les autres groupes carboxyliques de I'acide benzeneperrtacar- 
boxyiique - a lafois non engages dans la liaison entre i'acide benzenehexacarboxylique et Is polymere et non 
engages dans les liaisons ioniques ci-dessus definies - et des groupes NHa de i'hemoglobine. 

Selon un mode de realisation avantageux, ie procede de "invention ooncerne ia preparation de conjugues 
d'hemoglobine a partir da dextrane amine, de masse rnoleculaire d'environ 10 000, et d'environ 3.5x1 0 4 moles 
d'aoide benzenehexacarboxylique par g de dextrane, 

- les liaisons ioniques etant etablies par i'intermediaire des groupes carboxylates du benzenepentacarboxy- 
iate fixes sur ie polymere, non engages dans ia liaison entre le polymere e! i'acide benzenehexacarboxylique, 
■• et les liaisons covalentes etant etablies entre les autres groupes carboxyliques de I'acide benzenepontacar- 
boxyiique - a la fois non engages dans la liaison entre i'acide benzenehexacarboxylique et ie polymere et non 
engages dans les liaisons ioniques ci-dessus definies - et des groupes NHe de Thernoglobine. 

Selon un mode de realisation avantageux, le procede de ['invention concerns la preparation de conjugues 
d'hemoglobine a partir de dextrane amine, de masse rnoleculaire d'environ 10 000, et d'environ 3,2x10-* moles 
de benzenetetracarboxylique par g de dextrane, 

- ies iiaisons ioniques etant eiabiies par I'intermediaire des groupes carboxylates du benzenetricarboxylats 
fixe sur ie polymere, non engages dans la liaison entre le polymere et I'acide benzenetetracarboxyiique, 

- et les liaisons covalentes etant etablies entre les autres groupes carboxyliques de I'acide benzenetricarboxy- 
lique - a la fois non engages dans ia liaison entre I'acide benzeristetracarboxyiique et le polymere et non 
engages dans les liaisons ioniques ci-dessus definies - et des groupes MHj> de i'hemoglobine. 

Selon un mode de realisation avantageux, ie procede de Pinvention concerns la preparation de conjugues 
d'hemoglobine a partir de dextrane amine, de masse rnoleculaire d'environ 10 000, et d'environ 4.10' 4 moles 
de butane tetracarboxylique par g de polymere, 

- les liaisons Ioniques etant etablies par I'intermediaire des groupes carboxylates du butanetricarboxyiate fixe 
sur ie polymere, non engages dans ia iiaison entre ie polymere et I'acide butanetetracarboxyitque 

- et les liaisons covalentes etant etablies entre les autres groupes carboxyliques de I'acide butanetricarboxyli- 
que - a la fois non engages dans la liaison entre I'acide butanetetracarboxyiique et le polymere et non engages 
dans les liaisons ioniques ci-dessus definies - et des groupes NHs de I'hemoglobine. 

Selon un mode de realisation avantageux. !e procede de i'invention concerne ia preparation de conjugues 
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d'hemogiobine a partir de monomethoxypalyoyetbylene mono amine, de masse moieculaire d'environ 5 000, et 
d'environ 1.5x10~ 4 moies de benzenehexacarboxyiiqus par g de poiymere, 

- les liaisons ioniques etant stabiles par i'intermediaire des groupes carboxylates du benzenepentacarboxy- 
late fixe star le poiymere, non engages dans ie liaison entre ia poiymere ei I'acide benzenehexacarboxylique 

5 - et ies liaisons covaientes etant itabiies entre ies autres groupes carboxyiiques de I'acide benzenepentacar- 
boxylique - a la toss non engages dans !a liaison entre i'acide benzenehexacarboxylique et le poiymere et non 
engages dans Ies liaisons ioniques ci-dessus definies - et des groupes HHz de ['hemoglobins. 

Selon un mode de realisation avantageux, Is procede de ('invention conceme la preparation de conjugues 
d'hemogiobine a partir de dextrane, de masse moieculaire d'environ 10 000, et d'environ 6.3x10"* moles de 

to benzene-1 ,2,4 tricarboxyiique par g de poiymere, 

- las liaisons ioniques etant etabiies par I'intermediaire du groups carboxyiate du benzenedicarboxylate fixe 
sur le poiymere, non engage dans le liaison entre ie polymers et I'acide benzene-1 ,2,4 tricarboxylique 

- et Ies liaisons covaientes etant etabiies entre i'autre groispe earboxyiique de I'acide benzenedicarboxyli- 
que - a la fois non engage dans la liaison ertire I'acide benzene-1, 2,4 tricarboxylique et ie poiymere et non 

15 engage dans Ies liaisons ioniques ci-dessus definies - et des groupes NHz de I'hemogiobine. 

Selon un mode de realisation avantageux, le precede de I'lnvention conceme ia preparation de conjugues 
d'hemogiobine a partir de dextrane, de masse moieculaire d'environ 10 000, et d'environ 1.1 5x1 0~ 3 moles de 
benzene-1 ,2,4,5 tetracarboxylique par g de poiymere, 

- ies liaisons ioniques etant etabiies par i'intermediaire des groupes carboxylates du benzenetricarboxylate 
20 fixe sur le poiymere, non engages dans le liaison entre le poiymere et i'acide benzene-1 ,2,4,5 tetracarboxylique 

- et Ies liaisons covaientes etant etabiies entre ies autres groupes carboxyiiques de I'acide benzenetricarboxy- 
iique ■• a la fois non engages dans la liaison entre I'acide benzene-1 ,2,4,5 tetracarboxylique et le poiymere et 
non engages dans Ies liaisons ioniques ci-dessus definies - et des groupes NHa de I'hemogiobine. 

Les conjugues macromolecuiaires obtenus par le procede de I'lnvention presentent i'avantage d'etre 
25 synthetases faciiement, sans formation ou presque de rnethemog!obine,(inferieure a environ 5°/o) et de 
n'impliquer qu'un nombre limite de reactions sur I'hemogiobine, ce qui evite sa denaturation. 

Par ailleurs, les conjugues macromolecuiaires obtenus par le procede de I'lnvention ne renferment pas 
d'effecteurs de petite masse molsculalre, non lies, qui entraTnent dans les experiences in vitro una 
augmentation de la P50. mais qui peuvent etre faciiement eiimlrtes par diffusion extrarenals ou extravasculaire 
30 au cours des essals in vivo, et dont I'effet s'annule rapidemerrt. 

Les conjugues macromolecuiaires obtenus par le procede de I'invention presentent i'avantage de n'avoir 
pour i'oxygene qu'urte affinite moderee, et d'avoir un volume hydrodynamlque eleve, ce qui pendant les 
operations" transfusionneiles augmente ia persistance intravasculaire de I'hemogiobine par suppression de 
I'hemoglobinurie. 

$5 Les conjugues d'hemogiobine lies irreverslblement a des polymeres polyanioniques prepares selon 
I'invention peuvent, lorsqu'ils soni dlssous dans des solutions aqueuses de composition eonvenable, jouer le 
role de substitute du sang, notamment dans des interventions necessitant des transfusions ou la perfusion d 
organe. 

L'inventlon vise par consequent, egalement ies solutions aqueuses renfermant les conjugues obtenus 

40 selon les precedes decrits ci-dessus et notamment les solutions residues Isotoniques du sang, par dialyse 
proiongee centre une solution de Tyrode { de composition NaC! 8 g/l ; KCI 0,2 g/l ; CaCls 0,2 g/l ; MgCig 0,1 g/l ; 
NaH;?PQ/. 0,05 g/l ; NaHC03 1 g/l ; D.glucose 1 g/l) par example et concentration par ultrafiltration jusqu'a 
obtenir pour rhe-moglobine, une concentration d'environ 7 °/b. 
Des preparations "de conjugues macromolecuiaires d'hemogiobine obtenus par le precede selon 

45 i'invention, ont ete examinees en tant que fransporteurs d'oxygene potentiels. On a pu montrer qu'elles sont 
effectivement capables de fixer I'oxygene reverstblement et en particuiler de le restituer plus faciiement que 
i'hemogiobine iibre ainsi que I'illustrerrt ies courbes d'affinite pour I'oxygene des produits decrits dans les 
exempies 1 , 3 et 5 ci-apres et representee sur ia figure 5 qui sera commenlee ci-dessous. 1! apparatt en effet, 
que ces preparations sont earacterisees par des pressions de demi-saturation (P50) qui peuvent etre Ires 

SO elevees (de 900 a 5 000 Pa) alors que dans ies memes conditions {NaCi 0.05 M, pH 7, 25° CJ cells de 
I'hemogiobine native est egale a environ 480 Pa. 

Ainsi ces composes peuvent etre utilises pour fournir a des tissue ischemics des quantites d'oxygene 
importantes. ils peuvent egalement etre utilises en transfusion et etre administres a des patients, sous forme 
d'une solution aqueuse rendue Isotonlque du sang, en presence ou non d'excipients. Les composes peuvent 

55 aussi etre lyophiiises en presence ou non d'un cryoprotecteur ou atomises, et Stre redissous dans S'eau avant 
utilisation. 

Les conjugues macromolecuiaires obtenus par le procede de i'invention ont ete testes sur des souris 
reiativemenl a ia toxieste aigue comme irsdique ci-apres. 

Les differents polymeres polyanioniques decrits dans ies examples ont ete injectes a des souris de souche 
so SWISS dans les conditions suivantes : ies polymeres sont dissous dans de I'eau distiilee a une concentration 
comprise entre 2,5 g et 5 g/l et le pH est ajuste a 7,4. 

0,5 ml de chaque solution sont alors injectes par vose intraperitoneale a 5 souris, dont ie comportement est 
ensuite observe pendant une periods de 7 jours. Ges essais n'ont permis de deceler aucun symptome de 
toxiclte aigue. 

65 L'inventlon a egaiement pour objet de nouveaux conjugues macromolecuiaires d'hemogiobine non 
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biodegradabies au peu biodegradabies, pendant ie temps durant iequei le conjugue niaercmolecuiaire doit 
assurer des fonctions oxyphoriques dans Is piasma, presentant pour j'oxygene une affinite inferieure a cells tie 
('hemoglobins libre, caracterlse en ce qu'il est constitue : 

- d'une part par de i'hemoglobine, iaquelie pent passer de facon reversible de la forme deoxygenee a la forms 
oxygenee, 5 

- d'autre part par un polymers P hydrosoiubie, non toxsque, de preference non antigenique, hernocompaflble, 
de masse moieculaire d'environ 1 000 a environ 500 000, de preference d'environ 1 000 a environ 100 000, 
comport ant un ou plusleurs groupes potaires, de preference des groupes hydroxyies, carboxyles ou amines, 

- iequei polyrnere com porta des sites Z oontenant d'une part au molns une charge negative portes par au 
moins un groupe choisi parmi las groupes suivants : sulfate, phosphate, carboxylate et destines a creer urse w 
liaison Sonique avec le polymere, et oontenant d'autre part au moins un groupe carboxylique, aldehyde ou OH, 
destine a creer une liaison covaiente avec !e polyrnere, 

- ie polyrnere P slant relle a i'hemoglobine 

. d'une part par I'interrnediaire d'au moins une iiaison Sonique Stab lie entre I'une au moins charges negatives 
des sites Z portes par ie polyrnere P et i'hemogiobine, et 15 
. d'autre part par i'intsrmedialre d'au moins une liaison covaiente etablie, entre I'un au moins des groupes 
carboxyiiques, aldehyde ou OH du susdit site Z porte par ie polymere P et i'hemoglobine, 

- ie nombre de liaisons ccvalenfes entre ie polymere et i'hemoglabirie etant tei qua le ccnjugue 
macrornoleculaire a une masse molecuiairs moyenne d'environ 70 000 a environ 1 000 000, de preference 
d'environ 70 000 a environ 500 000, la relation entre ie nombre et !a nature des charges negatives, le nombre de 20 
sites et le nombre de monomeres etant la suivante : 

- lorsqu'ii s'agit de site Z oontenant un groupe anionique unique constitue d'un sulfate ou d'un phosphate, ii y a 
au moins un tel site Z par chaTne de polyrnere et au pius un tei site Z tous les onze monomeres, 

- lorsqu'ii s'agit de site Z oontenant un groupe anionique unique constitue d'un carboxylate, non engage dans 

la iiaison entre le site et le polymere et non engage dans la iiaison covaiente entre le polymere et 25 
i'hemogiobine, il y au moins un tei site Z par chains de polyrnere, 

- lorsqu'ii s'agit de site Z oontenant deux charges anloniques provenant de deux carboxylates, i! y a au moins 
un tei site Z par chaTne de polymere et au plus un tel site Z tous ies six monomeres. 

Cette ciasse de conjugues macromolecuiaires nouveaux de i'invention se caracterlse notamment : 

- par le fait que i'une au moins des liaisons ioniques at i'une au moins des liaisons covalentes sont etabiies a 30 
pariir de groupes respectifs appropries sifues sur ie meme site Z 

- et par le fait qu'il y a au moins un seui site Z sus-defini par chaTne de polymere ; en d'aulres termes, qu'un 
seul site Z sus-defini par chaTne suffit. 

On a constate que cette classe de nouveaux conjugues macromolecuiaires presents des proprietes 
oxyphoriques interessant.es, alors que les conjugues maeromoiecuiaires d'hemogiobine dans lesquels les 35 
conditions entre la nature, ie nombre de charges anioniques sur un site Z, et ie nombre ae sites Z par chaTne 
de polymere sont ies memas mais different des conjugues tiefinis oi-dessus par ie fait que la liaison covaiente 
est etablle entre un groupe carboxylique, aldehyde ou OH qui n'est pas situe sur ie site Z (qui comports ie 
groupe anionique), presenter;! une acttvite oxyphorique peu cu pas intaressante. 

Selon un mode de realisation avantageux de i'invention, tous ies sites Z qui interviennent dans les liaisons 40 
covalentes enire is polymere et i'hemoglobine sont ies memss que les sites 2 qui interviennent dans ies 
liaisons ioniques entre le polymere et I'hemoglobine. 

Une classe avantageuse de conjugues maeromoiecuiaires d'hemogiobine selon i'invention est constitute 
par ceux dans lesquels les liaisons covalentes entre !e polymere P et I'hemogiobine sont etabiies entre au 
moins un groupe carboxylique ou aldehyde ou OH ports par iss sites Z et au moins une amine de 45 
i'hemoglobine situee dans le site aiiosterique de I'hemoglobine, notamment Famine de i'une au moins des 
deux valines ^-terminates de I'hemogiobine. 

Une autre classe avantageuse de conjugues macromolecuiaires d'hemogiobine selon I'invention est 
constitute par ceux dans lesquels les ponts saiins entre ies groupes NH3* et les groupes COO" internes de 
i'hemoglobine sont infacts lorsque i'hemoglobine est sous forme deoxygenee. so 

Une autre classe avantageuse de conjugues macromolecuiaires seion I'invention est constitute par ceux 
dans lesquels ie polymere P est choisi parmi ies polysaccharides, notamment ies hydroxyaikylamldons dorst la 
radical alkyle compcrte de 2 a 4 atomes de carbone, i'inuiine, ie dextrane et ses derives, notamment ie 
dextrane amin6, I'alcool poiyvinylique, ia polyvinylpyrrolidone, ie poiymethacryiate et ses derives, les 
polypeptides, les poiyalkyiene glycols dans lesquels ie groupe aikyiene comporte de 2 a 5 atomes de carbone, 55 
notamment le polyethylene giycoi et !e polypropylene glycol. 

Une autre classe avantageuse de conjugues macromolecuiaires seion i'invention est constitute par ceux 
dans lesquels ie polymere P a une masse moieculaire moyenne inferieure ou egale a 70 000, lorsqu'ii est 
constitue par le dextrane et ses derives, et une masse moieculaire inferieure ou egale a 10 000 lorsqu'ii est 
choisi parmi les poiyalkyiene glycols, ia polyvinylpyrrolidone ou ie poiymethyiacryiste. 60 

Une autre classe avantageuse de conjugues maeromoiecuiaires selon i'invention est constitute par ceux 
dans lesquels le sits Z est relie au polymere par I'interrnediaire d'une fonction ester, ether, amide ou amine, 

Une autre classe avantageuse de conjugues maeromoiecuiaires selon I'invention est constitute par ceux 
dans iesqueis le site Z comporte des groupes OSO3H, OP0 3 H 2l 0-CH(COOH) 2) -0-CH(COOH)-CH 2 -COOH, 
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